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Int mational application No. 
PCT/EP00/02545 


Applicant's or agent's file reference 
PCT1 155-031 
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22 March 2000 (22.03.00) 


Priority date (day/month/year) 

30 March 1999 (30.03.99) 
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FEUSSNER, Ivo et al 
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| X | in the demand filed with the International Preliminary Examining Authority on: 
30 October 2000 (30.10.00) 

| | in a notice effecting later election filed with the International Bureau on: 



2. The election | X | was 

□ 



was not 



made before the expiration of 19 months from the priority date or, where Rule 32 applies, within the time limit under 
Rule 32.2(b). 



The International Bureau of WIPO 


Authorized officer 


34, chemin des Colombettes 


R. E. Stoffel 


1211 Geneva 20, Switzerland 


Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 


Telephone No.: (41-22) 338.83.38 



Form PCT/IB/331 (July 1992) 



EP0002545 



VERTRAG UBER 



INTERNATIONALE ZUSAmMTEN ARBEIT AUF DEM 
GEBIET DES PATENTWESENS- 



REC'D 2 3 JUL- 2001 



WIPO 



PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
PCT11 55-03 1/nf 


siehe Mitteilung uberdie Ubersendung des internationalen 
WE1TERES VORGEHEN voriaufigen Prufungsberichts (Formblatt PCT/1PEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP00/02545 


Internationales Anmeldedatum(Ta^/jWona^Ja/7r> 
22/03/2000 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
30/03/1999 


Internationale PatentkJassifikation (IPK) oder nationale Klassifikation und IPK 
C12N 15/53 


Anmelder 

INSTITUT FUR PFLANZENBIOCHEMIE IPB 



1. Dieser Internationale vorlaufige Priifungsbericht wurde von der mit der internationalen voriaufigen Prufung beauftragten 
Behorde ersteltt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt. 

2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 5 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

□ AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Anlagen umfassen insgesamt Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 



Grundlage des Berichts 



II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 


El 


VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 


□ 



Begriindete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 



Datum der Einreichung des Antrags 
-30/10/2000 


Datum der Fertigsteilung dieses Berichts 
19.07.2001 






Name und Postanschrift der mit der internationalen voriaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 

Europaisches Patentamt - P.B. 5818 Patentlaan 2 
0jS) NL-2280 HV Rijswijk - Pays Bas 
sdr* Tel. +31 70 340 - 2040 Tx: 31 651 epo nl 
Fax: +31 70 340-3016 


Bevollmachtigter Bediensteter 

Espen, J (f ^ }) 

Tel. Nr. +31 70 340 2625 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 



If' 



ft' 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 




Internationales Aktenzeichen PCT/E POO/02545 



I. Grundlage des Berichts 



erne 



1 ' ^uSoTlTn^TT^i!^ inter " ati ° na,en Anmeldun 9 i^rsatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eh 
Aufforderung nach Art,kel 14 h,n vorgelegt warden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursorunaiich 

SchrSblTs^ter " iCht bei9efm ^ ^ ^ Anderun 9°" enthalte » ™. wZmi?)) 



1-14 



ursprungliche Fassung 



Patentanspriiche, Nr.: 

1 " 14 ursprungliche Fassung 

Zeichnungen, Nr.: 

1-7 ursprungliche Fassung 



2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache in der 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

in der sprache: zur verfQ9un9 bzw - wurden in —sp-ch. 

D RegtfS^r ° berSetZUn9, die f ° r die ZweCke der int emationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)) 

ZfSS^ST^SS^ * ZW6Cke ^ intemati0na,en V °^ en ™»* eingereicht worden 

Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
.nternat.onale vorlauf.ge Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden das: 



□ 
□ 



3. 



□ 
□ 
□ 
□ 



□ 



in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 
bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 
bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 
Die Erklarung, daS das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 
Die Erklarung, daS die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
-t>equenzprotokoll-entsprechen,-wurdevorgelegt 1 



Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder I- VIII, Blatt 1) (Juli 1998) 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/E POO/02545 



□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzbtatter, die solche Anderungen entha/ten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 



6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erf inderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stiitzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1-14 

Nein: Anspruche 

Erf inderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 1-14 

Nein: Anspruche 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1-14 

Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII, Blatt 2) (Juli 1998) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP00/02545 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Zu Punkt V 

Begriindete Feststellung nach Art ike I 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der 
erfinderischen Tatigkeit und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und 
Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1 ). Der Gegenstand der vorliegenden internationalen Anmeldung ist eine pflanzliche 
Lipoxygenase mit veranderter Positionsspezifitat, im besonderen eine mutierte 
pflanzliche Linoleat-13-Lipoxygenase (LOX) welche in eine Linolsaure-9-Lipoxygenase 
(H597V) Oder eine v-Linolensaure 6-LOX (V531F) umgewandelt ist. (Beschreibung, 
Seite 5). Diese Positionsspezifitaten und die dazu fuhrenden gerichteten Mutationen 
werden als essentielle technische Merkmale angesehen. 

Weiterhin wird ein Verfahren zum Herstellen einer pflanzlichen Lipoxygenase mit obiger 
veranderter Positionsspezifitat durch Austauschen einer oder mehrerer Aminosauren in 
eine Wildtyp-Lipoxygenase beansprucht. 

2.). Es wird auf die folgenden Dokumente verwiesen: 

D1 : FEUSSNER IVO ET AL: 'All three acyl moieties of trilinolein are efficiently 
oxygenated by recombinant His-tagged lipid body lipoxygenase in vitro.' FEBS 
LETTERS, Bd. 431, Nr. 3, 24. Juli 1998 (1998-07-24), Seiten 433-436. 

D1 : SLOANE D L ET AL: 'Conversion of human 1 5-lipoxygenase to an efficient 
12-lipoxygenase: the side-chain geometry of amino acids 417 and 418 determine 
positional specificity.' PROTEIN ENGINEERING, (1995 MAR) 8 (3) 275-82. 

D3: PRIGGE S T ET AL: 'Structure conservation in lipoxygenases: structural 
analysis of soybean lipoxygenases and modeling of human lipoxygenases.' 
PROTEINS, (1996 MAR) 24 (3) 275-91. 

2.1). D1 beschreibt eine rekombinante 13 LOX aus Gurke mit His-tag und 
unveranderter Positionsspezifitat (D1, Seiten 434-435). 

D2 beschreibt die Ermittlung mittels gerichteter Mutagenese von Determinanten welche 

vel^twWtlicrTsindfuTdie-Pos^^ 

(LOX). Durch Aminsaurevergleich von konservierten Unterschieden zwischen 12- und 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/E POO/02545 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



15-LOXs konnte ein kleiner Bereich, welcher veraritwortlich ist fur die funktionellen 
Unterschiede zwischen 12- und 15 LOXs, ausgemacht werden. Der Austausch von nur 
zwei Aminosauren in der 15-LOX (an Stelle 417 und 418 der Primarsequenz) durch die 
korrespondierenden Aminosauren der 12-LOX resultierte in einem Enzym mit 12-LOX 
ahnlicher Aktivitat. Es gelang eine LOX-Variante (417V, 418V) im Baculovirussystem zu 
exprimieren welche uberwiegend 12-LOX Aktivitat hat (D1, Zusammenfassung). Durch 
Sequenzvergleiche konnte festgestellt werden, daB Met 418 in der 15-LOX analog zu 
Phe 557 im Sojabohnenenzym ist. Laut Tabelle 1 (Beschreibung) korrespondiert Phe 
557 (Sojabohne) zu His 597 (Gurke). 

D3 befaBt sich mit der strukturellen Analyse der Sojabohnen LOX-1 sowie mit dem 
Modellieren von menschlichen 5-, 12-, und 15-LOXs (D1, Zusammenfassung). 
Die Homologie zwischen der pflanzlichen und der Sauger-LOX ist am hochsten im 
Bereich der katalytischen Domane in der Nahe des Eisenatoms. Der Bereich von W479 
bis N539 der Sojabohnen-LOX-1 beinhaltet 16 Aminsauren die in alien LOX 
konserviert sind (D1, Seiten 275-276). Substitutionen an Aminsaureresten 556 und 557 
fuhrten zu einer Veranderung der Positionsspezifitat (D2, Seite 283,285; Tabelle II). 

3.1) . Hinsichtlich des im Internationalen Recherchenberichtes aufgefuhrten Standes 
der Technik ist der beanspruchte Gegenstand neu (Art. 33 (2) PCT). 

3.2) . Eine erfinderische Tatigkeit kann fur die Lipoxygenase aus Anspruch 7 anerkannt 
werden, vorausgesetzt diese wird durch ihre essentiellen technischen Merkmale (siehe 
oben) charakterisiert (Art. 6 PCT). Eine so charakterisierte pflanzliche Lipoxygenase 
konnte nicht in naheliegender Weise von den oben angefuhrten Dokumenten abgeleitet 
werden. 

Ein Verfahren welches zu einer in dieser Weise charakterisierten Lipoxygenase fuhrt, 
wiirde auch als erfinderisch angesehen. 

Unter den obengenannten Bedingungen erfullt der Gegenstand der Anspruche 1-14 die 
Erfordernisse von Art. 33 (3) PCT. 

Di^ gewerbliche Anwe ndbarkeit des beanspruchten Gegenstandes wird anerkannt (Art. 
33 (4)^0 
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© Anmelder: 

Institut fur Pflanzenbiochemie (IPB), 06120 Halle, 
DE 

® Vertreter: 

Grunecker, Kinkeldey, Stockmair&Schwanhausser, 
80538 Munchen 



(72) Erfinder: 

Feu&ner, Ivo, Dr., 06120 Halle, DE; Hornung, Ellen, 
Dr., 06120 Halle, DE 

© Entgegenhaltungen: 

HORNUNG, E., WALTHER, M., u.a.: Conversion of 
cucumber linoleate 13-lipoxygenase to a 9-lipoxy- 
genating species by site-directed mutagenesis. 
ln:Proc. Natl. Acad. Sci., Vol. 96, No. 7, 
S. 4102-4197; 



Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

@ Linoleat- und Linolenat-Lipoxygenase-Mutanten 

@ Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum 
Herstellen von pflanzlichen Lipoxygenasen mit verander- 
ter Positionsspezifitat sowie die durch das Verfahren er- 
haltene Lipoygenase und deren Verwendung zur Hydro- 
peroxylierung von Substraten. Insbesondere erlauben die 
erfindungsgemaften LOXs erstmalig das Herstellen neuer 
Y-Linolensaure-Derivate in groftem Ma&stab. Hierzu wird 
-y-Linolensaure als Substrat mit den erfindungsgemafSen 
LOXs unter geeigneten Bedingungen inkubiert. Je nach 
eingesetzter LOXs-Mutante erfolgt dann eine Hydrope- 
roxylierung der y-Linolensaure, vorzugsweise an Position 
6 bzw. Position 9 bzw. Position 6 und 9. 
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VERTRAG 



R DIE INTERNATIONALE ZUSAjttEN ARBEIT 



)EM GEBIET DES PATENTWE 

PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 



Akt nzeichen des An m elders oder Anwalts 

PCT1155-031 


WEITERES si heMrtt ilungub r die Ubermrttlung des int mationalen 

Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Int mationales Aktenzeichen 

PCT/EP 00/02545 


Internationales Anmeldedatum 
(T ag/Monat/Jahr) 

22/03/2000 


(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

30/03/1999 


Anmelder 

INSTITUT FUR PFLANZENBIOCHEMIE IPB 



Dieser Internationale Recherchenbericht wurde von der Intemationalen Recherchenbehdrde erstelK und wird dem Anmelder gemaB 
Artikel 18 ubermttteft. Eine Kopie wird dem Intemationalen Buro ubermittelt 

Di ser intemationale Recherchenbericht umfaBt insgesamt _3 Blatter. 

|X| Daruber hinaus liegt ihm jeweiis eine Kopie der in diesem Bericht genannten Untertagen zum Stand der Technik bei. 



1. Grundlage des Berlchte 

a Hinsichtlich der Sprache is* die intemationale Recherche auf der Grundlage der intemationalen Anmeldung in der Sprach 
durchgefuhrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofem unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist 

I | Die intemationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behdrde eingereichten Clbersetzung der international n 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

b. Hinsichtlich der in der intemationalen Anmeldung offenbarten Nucleotld- und/oder Amlnosauresequenz ist die intemationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 
| | in der intemationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthaften ist 

| | zusammen mrt der intemationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

|X| bei der Behdrde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist 

|X| bei der Behdrde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

[X] Die Erktarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehatt der 
intemationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt 

PH Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfaBlen Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 

I | Bestlmmte AnsprUche ha ben slch als nlcht recherchlerbar erwlesen (siehe Feld I). 
| | Mangelnde Elnhettllchkett der Erflndung (siehe Feld II). 



2. 
3. 



Hinsichtlich der Beselchrsung der Erflndung 

PC] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
| | wurde der Wortlaut von der Behdrde wie folgt festgesetzt 



Hinsichtlich der Zusammenfassung 

[Y] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

, , wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Behdrde festgesetzt Der 

| | Anmelder kann der Behdrde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Abs ndung dieses international n 

Recherchenberichts ein Stellungnahme vorlegen. — 

Folg nd Abbildung der Zel hnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlich n: Abb. Nr. 



| | wievomAnm Id rvorg schlag n [7] k ined rAbb. 

| | weil der Anmeld r selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat 
I | weil diese Abbildung die Erflndung besser kennz ichnet 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Irrteggjpnales Aktenzolchen 

pSp 00/02545 



A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 7 C12N15/53 C12N9/02 C12P7/64 A01H5/00 C12N15/82 



Nach der Intemationalen Patentklassrfikatjon (IPK) oder nach der nationalen Klassifikation und der IPK 



B. RECHERCHJERTE GEB1ETE 



Recherchierter Mindestprufstoff ( Wassifikationssystem und Wassifikationssyrnbole ) 

IPK 7 C12N C12P A01H 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehorende Veroffentiichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der intemationalen Recherche konsuJtierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 

BIOSIS, PAJ, MEDLINE 



C. ALS WESENTUCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie 0 Bezeichnung der Ver6ffentlichung, soweit erforderfich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



p,x 



HORNUNG ELLEN ET AL: "Conversion of 
cucumber linoleate 13-1 i poxygenase to a 
9-1 1 poxygenati ng species by site-directed 
mutagenesis. " 

PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 

SCIENCES OF THE UNITED STATES, 

Bd. 96, Nr. 7, 30. Marz 1999 (1999-03-30), 

Seiten 4192-4197, XP000915201 

March 30, 1999 

ISSN: 0027-8424 

das ganze Dokument 



1-10 



Weitere Veroffentiichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



□ 



Siehe Anhang Patentfamilie 



° Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentiichungen : T 

"A" Veroffentiichung, die den allgemeinen Stand derTechnik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" alteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem intemationalen 
Anmeldedatum verdffentlicht word en ist 

"L" Veroffentiichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, oder durch die das Verdffentiichungsdatum einer 
anderen Im Recherchenbericht genannten Veroffentiichung belegt werden -y< 
soli oder die a us einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Veroffentiichung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht 

■P' Veroffentiichung, die vor dem intemationalen Anmeldedatum, aber nach 

dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist * 



Spatere Veroffentiichung, die nach dem intemationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentiicht worden ist und mii der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondem nurzum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben isf 

Veroffentiichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein auf giund dieser Veroffentiichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkert beruhend betrachtet werden 

Veroffentiichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkert beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentiichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentiichung en dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmartn naheiiegend ist 

Veroffentiichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des AbscNusses der intemationalen Recherche 



28. Juli 2000 



Absendedatum des intemationalen Recherchenberichts 



04/08/2000 



Name und Postanschrift der Intemationalen Recherchenbehdrde 

Europaisches Patentamt P.B. 5818 Patentiaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (431-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (431-70) 340-3016 



Bevollmachtigter Bediensteter 



Espen, J 
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INTERNAHONALER RECHERCHENBERICHT 



onales Aktenzolchen 

P 00/02545 



C.(R>rtsetzung) ALS WESENTUCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie 0 Bezefchnung der Verdffentlichung, soweit erforderfich unter Angabe der in Betracht kommenden Tetle 



FEUSSNER IVO ET AL: "All three acyl 
moieties of trilinolein are efficiently 
oxygenated by recombinant His-tagged lipid 
body lipoxygenase in vitro." 
FEBS LETTERS, 
Bd. 431, Nr. 3, 

24. Juli 1998 (1998-07-24), Seiten 
433-436, XP000915416 
ISSN: 0014-5793 
das ganze Dokument 

SL0ANE D L ET AL: "Conversion of human 
15-lipoxygenase to an efficient 
12-lipoxygenase: the side-chain geometry 
of amino acids 417 and 418 determine 
positional specificity." 
PROTEIN ENGINEERING, (1995 MAR) 8 (3) 
275-82. , 

XP000915415 
das ganze Dokument 

STECZK0 J ET AL: "Conserved histidine 
residues in soybean lipoxygenase: 
functional consequences of their 
repl acement " 

BIOCHEMISTRY, (1992 APR 28) 31 (16) 
4053-7. , 

XP000915423 
Zusammenfassung; Abbildung 1 

PRIGGE S T ET AL: "Structure conservation 
in lipoxygenases: structural analysis of 
soybean 1 ipoxygenase-1 and modeling of 
human 1 i poxygenases . " 
PROTEINS, (1996 MAR) 24 (3) 275-91. , 

XP000924868 
Zusammenfassung 

PATENT ABSTRACTS OF JAPAN 

vol. 012, no. 338 (C-527), 

12. September 1988 (1988-09-12) 

& JP 63 098392 A (AGENCY OF IND SCIENCE & 

TECHNOL; OTHERS: 01), 

28. April 1988 (1988-04-28) 

Zusammenfassung 

PATENT ABSTRACTS OF JAPAN 
vol. 014, no. 497 (C-0774), 
30. Oktober 1990 (1990-10-30) 
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The invention relates to a method for producing plant lipoxygenases with modified position specificity, to the lipoxygenases obtained 
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in suitable conditions as a substrate. The 7-linolenic acid is then hydroperoxylated according to the LOXs mutants used, preferably in 
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(57) Zusa mmenf assung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum Herstellen von pflanzlichen Lipoxygenasen mit veranderter Positionsspezintat 
sowie die durch das Verfahren erhaltene Lipoxygenase und deren Verwendung zur Hydroperoxylierung von Substraten. Insbesondere 
erlauben die erfindungsgemassen LOXs erstmalig das Herstellen neuer 7-Linolensaure-Derivate in grossem Massstab. Hierzu wird 
7-Linolensaure als Substrat mit den erfindungsgemassen LOXs unter geeigneten Bedingungen inkubiert Je nach eingesetzter LOXs-Mutante 
erfolgt dann eine Hydroperoxylierung der 7-Linolensaure, vorzugsweise an Position 6 bzw. Position 9 bzw. Position 6 und 9. 
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LINOLEAT- und LINOLENAT-LIPOXYGENASE-MUTANTEN 



Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum Herstellen von pflanzlichen Li- 
poxygenasen mit veranderter Positionsspezifitat sowie die durch das Verfahren erhal- 
tene Lipoxygenase und deren Verwendung zur Hydroperoxylierung von Substraten. 

Die LOXs (Linolensaure: Sauerstoff-Oxidoreduktase; EC.1. 13.1 1.12; LOXs) sind im 
Pflanzen- und Tierreich weit verbreitet (Siedow, J.N. (1991) Ann. Rev. Plant Physiol. 
Plant Mol. Biol. 42, 145-188; Yamamoto, S. (1992) Biochim. Biophys. Acta 1128, 117- 
131). Diese Enzyme stellen eine Familie aus eisenhaltigen Dioxygenasen dar, die 
eine bereichs- (oder positions-) und stereoselektive Oxygenierung von Polyenfettsiu- 
ren zu Hydroperoxyderivaten katalysieren (Rosahl, S. (1996) Z. Naturforsch. 51c, 
123-138). In Saugem werden LOXs nach ihrer SpezifitSt fur bestimmte Positionen 
bei der Arachidonsaureoxygenierung klassifiziert (Yamamoto, S. (1992) Biochim. 
Biophys. Acta 1128, 117-131; Schewe, T., Rapaport, S.M. & Kuhn. H. (1986) Adv. 
Enzymol. Mol. Biol 58, 191-272). Da Arachidonsaure in hoheren Pflanzen nicht vor- 
kommt oder nur in geringen Mengen als Bestandteil von Speicheriipiden, werden 
LOXs aus Pflanzen als 9- und 13-LOXs klassifiziert. Diese Nomenklatur leitet sich von 
der Position ab, an der in Linolsaure (LA) die Oxygenierung erfolgt (Gardner, H. W. 
(1991) Biochim. Biophys. Acta 1084, 221-239). In jungster Zeit isteine umfangreiche- 
re Klassifizierung pflanzlicher LOXs auf der Grundlage eines Vergleichs der Primar- 
strukturen vorgeschlagen worden (Shibata, D. & Axelrod, B. (1995) J. Lipid Mediators 
Cell Signal. 12, 213-228). Die Spezifitat einer LOX fur eine bestimmte Position ist das 
Ergebnis zweier katalytischer Teilreaktionen: 



(') 

der bereichs- und stereospezifischen Entfernung von Wasserstoff, wobei bei FettsSu- 
ren, die mehrere Doppelbindungen enthalten (wie Linolensaure, Arachidonsaure oder 
Eikosapentaensaure)^die-V\/asserstoffentfemunq_an v erschiedenen Positionen erfol- 
gen kann; 
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(ii) 

der bereichs- und sterospezifischen Sauerstoff-lnsertion (wobei der Sauerstoff an 
verschiedenen Positionen (der + 2 Oder -2 Position) eingefugt werden kann (Vergleich 
Figur 1). Somit kann eine Fettsaure mit 3 doppelallylischen Methylenes wie Arachi- 
donsaure, von einer LOX zu 6 regioisomeren Hydroperoxyderivaten (HPETEs) oxy- 
geniert werden, namlich zu 1 5- und 1 1 -HPETE (diese stammen aus der Entfernung 
von Wasserstoff an Position C-13), 12- und 8-HPETE (diese stammen aus der Was- 
serstoffentfemung an Position C-10) und 9- und 5-HPETE (diese stammen aus der 
Wasserstoffentfemung an Position C-7). Experimente mit 12- und 15-LOX aus Sau- 
gem zeigten, dafc die Position der Wasserstoffentfemung verandert werden kann, 
wenn kritische Aminosauren durch gerichtete Mutagenese verandert werden 
(Bomgraber, S., Kuban, R. J., Anton, M. & Kuhn, H. (1996) J. Mol. Biol. 264, 1145- 
1153; Sloane, D.L., Leung. R., Craik, C. S. & Sigal. E (1991) Nature 354, 149-152). 
Versuche zum Andem der LOX-Reaktivitat von einer +2 nach -2-Umlagerung oder 
umgekehrt (z. B. Umwandeln einer Linoleat-13-LOX zu einer 9-LOXs) mit Hilfe gerich- 
teter Mutagenese waren bisher nicht erfolgreich. 

Dervorliegenden Erfmdung lag das technische Problem zugrunde, ein Verfahren 
anzugeben, mit dem LOXs gewiinschter Positionsspezifitat bereitgestellt werden 
konnen. 

Dieses Problem wird erfindungsgemaG gelost durch ein Verfahren, bei dem eine oder 
mehrere Aminosauren in einer Wildtyp-LOX ausgetauscht werden. 

Figur 1 zeigt die Spezifitat einer LOX-Reaktion mit Substraten, die zwei allylische 
Methylene enthalten. 



Figur 2 zeigt die direkte und inverse Orientierung des Substrats im aktiven Zentrum 
von LOXs. 
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Figur 3 zeigt ein Modell der Enzymsubstratwechselwirkung der Wildtyp-LOX aus Gur- 
ke und der Mutante H608V (entspricht H597V, wobei bei letzterer Nomenklatur die 
Numerierung gemali der Sequenz aus Figur 5 angewendet wird). 

Figur 4 zeigt die HPLC-Analyse von Hydroxyfettsauren, die mit Hilfe der Wiidtyp-LOX 
aus Gurke und der H597V-Mutante aus LA erhalten werden. 

Figur 5 zeigt die Sequenz der Wildtyp-LOX aus Cucumis sativus. 

Firgur6 zeigt die HPLC-Analyse von Hydroxyfettsauren, die mit Hilfe der Mutante 
V531F aus y-Linolensaure erhalten werden. 

Figur 7 zeigt die HPLC-Analyse von oxidiertem Trilinolein, gebildet mit Wildtyp-Enzym 
und H597V Mutante. 

Bei einer bevorzugten Ausfuhrungsform erfolgt der Austausch der Aminosauren im 
Bereich der Aminosaureposition 527 bis 536 bzw. 593 bis 602 der LOX aus Cucumis 
sativus Oder einer korrespondierenden Position in einer LOX aus einer anderen 
Pflanzenart. Die oben angegebenen Aminosaurepositionen beziehen sich auf die 
Sequenz unter der Zugangsnummer X92890 in der NIH-Datenbank „Entrez" bzw. der 
Sequenz gemaB Figur 5. Die zu den Aminosaurepositionen 527 bis 536 bzw. 593 bis 
602 der Lipoxygenase aus Cucumis sativus korrespondierenden Positionen in LOXs 
aus anderen Pflanzenarten konnen durch. Sequenzvergleiche zwischen der Sequenz 
X92890 und den weiteren Proteinsequenzen wie aus Sojabohnen, Kartoffel, Arabi- 
dopsis, Tabak Oder Gerste leicht ermittelt werden. Die folgende Tabelle 1 zeigt das 
Ergebnis eines Aminosaurevergleichs zwischen dem aus Gurken stammenden En- 
zym und den korrespondierenden Positionen in den Enzymen aus anderen Pflanzen. 
Die erste Gruppe (13-LOX) zeigt einen Vergleich zwischen LOXs, die an Position 13 
eine Hydroperoxy-Gruppe einfuhren, wahrend die zweite Gruppe (9-LOX) einen Ver- 
gleich zwischen Sequenzen zeigt, die an P osition 9 einen Hydroperoxy-Rest einfuh- 
ren. 
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Tabelle 1 

Vergleich der Aminosaurereste, die vermutlich an der Spezifitat einer pflanzli- 
chen LOXfur eine bestimmte Position (13 bzw. 9) beteiligt sind. 

Zugangs-Nr. Position d. AS- 
AS-Restes 



Gurke-Lipid-Korper LOX X92890 596/597 fhr/His 

LOX-1 aus Sojabohnensame.n P08170 556/557 Thr/Phe 

LOX-H1 aus Kartoffeln X96405 614/615 Ser/Phe 

LOX-2 aus Arabidopsis P38418 611/612 Cys/Phe 

9-LOX ' " 

LOX aus Kartoffel ~ P37831 579/580 Thr/Val 

Elicitor-induzierte LOX aus Tabak X84040 580/581 ThrA/ai 

LOX-A aus Gerstenkom L35931 574/575 Thr/Val 



ENZYME 
Rest 

13-LOX 



Das Sequenzmotiv bei Position 527 bis 536 lautet TVNDVGYHQL gemaS dem Ein- 
buchstabencode fur Aminosauren in der hinterlegten Sequenz X92890. Das Se- 
quenzmotiv bei Position 593 bis 602 lautet IETTHYPSKY (Sequenz gemafc X92890). 

Bei einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform erfolgt der Austausch an Position 
531 und/oder 597 der Sequenz X92890. An Position 531 befindet sich im Wildtyp ein 
Val-Rest und an Position 597 ein His-Rest. 

Bei einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform wird der Rest an Position 531 durch 
einen Phe- Oder His-Rest und an Position 597 durch einen Val- Oder Phe-Rest er- 
setzt. 
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Ganz besonders bevorzugt ist eine Ausfuhrungsform bei der der Austausch an Posi- 
tion 531 einen Val- Phe- und an Position 597 einen His- -> Val-Austausch darstellt. 
Vorzugsweise wird jeweils nur einer der genannten Austausche in einem vorgegebe- 
nen Wildtyp durchgefuhrt Dabei fuhrt der Austausch in dem Bereich der Aminosau- 
reposition 527 bis 536 dazu, dafi die 13-LOX aus dem Lipidkorper von Cucumis sati- 
vus in eine y-Linolensaure 6-LOX umgewandelt wird, wahrend der Austausch an Po- 
sition 597 zu einer Umwandlung der Linolsaure 13-LOX in eine Linolsaure 9-LOX 
fuhrt. im folgenden werden diese beiden Mutanten auch als V531F und H597V be- 
zeichnet. Die Witdtypsequenz ist als Figur 5 gezeigt. Die Positionen 531 und 597 sind 
markiert. 

Vorzugsweise erfoigt der Austausch der Aminosauren in dem Wildtyp mit Hilfe der 
gerichteten Mutagenese, wie sie im Stand der Technik hinlangiich bekannt ist (vgl. z. 
B. Feussner, I., Bachmann, A., Hohne, M. & Kindl, H. (1998) FEBS Lett. 431, 433- 
436). 

Die vorliegende Erfindung betrifft weiterhin LOX-mutanten, die nach den oben be- 
schriebenen Verfahren erhaltlich sind. Bevorzugte Mutanten sind die V531F und 
H597V, wie oben naher eriautert. Die erfindungsgemafcen LOXs lassen sich mit Hilfe 
der aus dem Stand der Technik bekannten Verfahren, wie der gerichteten Mutagene- 
se, und der anschlie&enden Proteinexpression herstellen. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ferner Nukleinsauren, die fur die erfindungsgema- 
Ben LOXs kodieren. Ausgehend von den im Stand der Technik verfugbaren Wildtyp- 
sequenzen,. lassen sich die erfindungsgemSSen Sequenzen durch gerichtete Muta- 
genese herstellen. 

Ferner betrifft die vorliegende Erfindung Vektoren, in die die erfindungsgemalien 
Nukleinsauren zum Zwecke der Klonierung und Expression eingebracht werden. Ent- 
-S.pre.ch. ende Klonierun g s- und Expressionsvektoren sind dem Fachmann aus dem 
Stand der Technik hinlangiich bekannt (vgl. Maniatis et al. Molecular Cloning, A Labo- 
ratory Manual (1989), Cold Spring Hator Laboratory Press). 
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Die voriiegende Erfindung betrifft ferner eine Zelle, in die die erfmdungsgemS&e Nu- 
kleinsaure Oder der erfindungsgemaBe Vektor eingebracht werden. Nach Einbringen 
der Nukleinsaure bzw. des Vektors ist die Zelle dann in der Lage, eine LOX erstmalig 
Oder in verstarktem MaBe zu exprimieren. Auf diese Weise kann das Fettsauremu- 
ster einer Zelle gezielt verandert werden mit dem Ergebnis, daB der Phanotyp der 
Zelle in verschiedener Hinsicht verandert werden kann. Hierzu zahlt u. a. eine andere 
Zusammensetzung der Zellmembran. 

SchlieBlich konnen durch in vitro -Kultivierungsverfahren aus den o. g. Zellen neue 
Pflanzen bzw. Pflanzenteile regeneriert werden. Zum Herstellen solcher transgener 
Pflanzen kann beispielsweise das bekannte Transformationssystem auf der Basis 
von Agrobakterien und Ti-Plasmid-Derivaten eingesetzt werden. 

Die erfindungsgema&en LOXs erlauben erstmalig das Herstellen neuery- 
Linolensaure-Derivate in groSem MaBstab. Hierzu wird y-Linolensaure als Substrat 
mit den erfindungsgemaBen LOXs unter geeigneten Bedingungen inkubiert. Je nach 
eingesetzter LOX-mutante erfolgt dann eine Hydroperoxylierung der y-Linolensaure 
vorzugsweise an Position 6 bzw. Position 9 bzw. Position 6 und 9. 

Besonders bevorzugt ist ein y-Linolensaure-Derivat, das eine Hydroperoxygruppe an 
Position 6 enthait. Das Derivat kann dann einfach in das Hydroxyderivat uberfuhrt 
werden. 

Ein solches y-Linolensaurederivat war bisher nicht zuganglich, da es an einer LOX 
mit geeigneter Positionsspezifitat fehlte. 



Die weiteren Beispiele dienen der Erlauterung der Erfindung. 
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1. Herstellen der Mutante H597V 
Materialien: 

Die verwendeten Chemikalien wurden aus den folgenden Quellen bezogen: die 
Standards fur chiraie und racemische Hydroxyfettsauren wurden von Chayman 
Chem (Ann Arbor, Mi, USA) und Trilinolein (TL) von Sigma, Deisenhofen, 
(Deutschland) bezogen. Methanol, Hexan, 2-Propanol (allesamt HPLC-Grad) wurden 
von Baker (Griesheim, Deutschland) bezogen. Restriktionsenzyme wurden von New 
England BioLabs (Schwalbach, Deutschland) bezogen. 

Gerichtete Mutagenese und Proteinexpression: 

Fur die bakterielle Expression der Wildtyp-LOX und der LOX-Mutante und fur die ge- 
richtete Mutagenese wurde das Plasmit pQE-30 (Qiagen, Hilden, Deutschland) ver- 
wendet, das die cDNA der LOX aus Lipidkorpem von Gurkenkotyledonen als Insert 
enthielt (LOXpQE 30; vgl. Feussner, L, Bachmann, A., Hohne, M. & Kindl, H. (1998) 
FEBS Lett. 431, 433-436). Die Mutagenese wurde mit Hilfe des QuikChange- 
Mutagenese-Kits von Stratagene (Heidelberg, Deutschland), durchgefuhrt. Oligonu- 
kleotide mit den geeigneten Basenaustauschen wurden von MWG-Biotech 
(Ebersberg, Deutschland) bezogen. Zur Analyse der Mutationen wurden weitere kon- 
servative Basenaustausche eingefuhrt, urn neue Restriktionsspaltstellen zu erzeugen 
Oder bestehende zu deletieren. Weiterhin wurden samtliche Mutationen sequenziert, 
und mindestens drei verschiedene Bakterienklone wurden exprimiert und fur die Un- 
tersuchung der enzymatischen Eigenschaften eingesetzt. Die Expression von LOX- 
pQE-30 und samtlicher Mutanten wurde gemaft Feussner, !., Bachmann, A., Hohne, 
M. & Kindl, H. (1998) FEBS Lett. 431, 433-436, durchgefuhrt. Zellen aus 1-Liter- 
Kulturen wurden in 5 bis 7 ml Lysis-buffer resuspendiert und mit Hilfe einer Ultra- 
schallspitze mit Pulsen fur jeweils 30 Sekunden aufgebrochen, und die Zelltrummer 
wurden pelletiert Die Affinitatsaufreinigung der polyHis-verlangerten LOX wurde wie 
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zuvor beschrieben durchgefuhrt (vgt. Feussner, I., Bachmann, A., Hohne, M. & Kindl, 
H. (1998) FEBS Lett. 431, 433-436). 

Aktivitatsassay und Probenaufbereitung: 

Fur die Produktanalyse wurden 0,9 ml der Zell-Lysate mit 0,9 mM LA, 0,9 mM y- 
Unolensaure Oder 1,2 mM Trilinolein (Endkonzentration) in 100 mM Tris-Puffer pH 7,5 
fur 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Reaktionen wurden abgestoppt 
durch den Zusatz von Natriumborhydrid, urn die gebildeten Hydroperoxyfettsauren zu 
den entsprechenden Hydroxyverbindungen umzuwandeln. Die Proben wurden auf 
pH 3 angesauert, und die Lipide wurden extrahiert (vgl. Bligh, E.G. & Dyer, W. J. 
(1959) Can. J. Biochem. Physiol. 37, 911-917). Die untere Chloroformphase wurde 
wiedergewonnen und das Losungsmittel abgedampft. Das verbleibende Lipid wurde 
mit 0,1 ml Methanol gelost und Aliquots wurden der HPLC-Analyse unterzogen. Fur 
die alkalische Hydrolyse der Triacylglyzerine wurden die Lipidextrakte mit 0,4 ml 
Methanol verdunnt. Es wurden 80 |jl 40 % (w/v) KOH zugesetzt, und die Proben wur- 
den unter Argonatmosphare fur 20 Minuten bei 60°C inkubiert. Nach dem Abkuhlen 
auf Raumtemperatur wurden die Proben mit Eisessig angesauert, und die Aliquots 
wurden durch RP-HPLC analysiert. 

Analyse: 

Die HPLC-Analyse wurde mit einem Hewlett Packard 1 100 HPLC System, gekoppelt 
an einen Diodendetektor, durchgefuhrt. Die RP-HPLC derfreien Fettsaurederivate 
wurde auf einer Nucleosil C-18 Saule (Macherey-Nagel, 250 x 4 mm, 5|jm Partikei- 
groBe) mit einem Losungsmittelsystem aus Methanol/Wasser/Essigsaure (85/15/0.1; 
v/v/v) und einer Flu&rate von 1 ml/min durchgefuhrt. Die Absorption bei 234 nm 
(Absorption des konjugierten Diensystems der HydroxyfettsSuren) und bei 210 nm 
(Polyenfettsauren) wurden entsprechend aufgezeichnet. Triazylglyzerine, die oxyge- 
nierte LA enthielten, wurden auf einer Nukleosil C-18 SSule (Macherey-Nagel, Duren, 
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Deutschland; 250 x 4 mm, 5pm PartikelgroBe) unter Verwendung eines binaren Gra- 
dientensystems aufgetrennt Das System umfalite als Losungsmittel A: Metha- 
nol/Wasser/Essigsaure (90/10/0,1; v/v/v) und als Losungsmittel B: Metha- 
noI/Essigsaure (100/0,1, v/v), und das folgende Gradientenprogramm wurde durch- 
laufen: 10 min bei 100 % Losungsmittel A, dann uber 20 min mit einer linearen Zu- 
nahme an Losungsmittel B auf 100 % Losungsmittel B, gefolgt von einem isokrati- 
schen Lauf von 50 min bei 100 % B. Die Absorption bei 234 nm wurde aufgezeichnet. 
Die Direktphasen-HPLC (SP-HPLC) von Hydroxyfettsaurenisomeren wurde auf einer 
Zorbax SIL Saule (HP, Waldbronn, Deutschland; 250 x 4,6 mm, 5 pm PartikelgrofJe) 
mit einem Losungsmittelsystem aus n-Hexan/2-Propanol/Essigsaure (100/2/0,1, 
v/v/v) in einer Fiulirate von 1ml/min durchgefuhrt. Die Enantiomer-Zusammensetzung 
der Hydroxyfettsauren wurde analysiert mit Hilfe von Chirai-Phasen-HPLC auf einer 
Chiralcel-OD-Saule (Daicel Chem. Industrie, vertrieben von Baker Chem., Deventer, 
Niederlande; 250 x 4,6 mm, 5|jm PartikelgroBe) mit einem Losungsmittelsystem aus 
Hexan/2-Propanol/Essigsaure (100/5/0,1, v/v/v) in einer FluRrate von 1 ml/min. (vgi. 
Feussner, I., Balkenhohl, T.J., Porzel, A M Kuhn, H.& Wasternack, C. (1997) J. Biol. 
Chem. 272, 21635-21641). 

Modellieren der Enzym-/Substratwechselwirkung durch Veranderung der Struk- 
tur mit Hilfe gerichteter Mutagenese: 

Die durchgefuhrten Strukturuntersuchungen an zahlreichen Lipoxygenasen ver- 
schiedener Quellen und die eigenen Untersuchungen ergaben, da(i Position 597, die 
einen His-Rest in der Lipoxygenase aus dem Lipidkorper der Gurke tragt, ein geeig- 
neter Angriffspunkt sein konnte zum Verandern der Positionsspezifitat der 1 3-LOX. 
So wurde die Mutante H597V mit Hilfe gerichteter Mutagenese hergestellt. Der Wild- 
typ und die Mutante wurden uberexprimiert als polyHIS-verlangerte Fusionsproteine 
auf einer Nickelsepharose-Saule gereinigt. Wie erwartet, ergab die HPLC-Analyse 
des oxygenierten LA-Produkts mit dem Wildtyp-Enzym als Hauptprodukt 13- 
H(P)ODE (vgi. Figur4). Fur die Mutante H597V wurde jedoch 9-H(P)ODE als Haupt- 
produkt identifiziert Es wurde eine weitere Mutante hergestellt, bei der der His-Rest 
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an Position 597 durch einen weiteren Aminosaurerest ersetzt worden ist, wobei der 
weitere Aminosaurerest ein groderes Volumen als Valin aber ein kleineres Volumen 
als Histidin ausfullt. Es wurde die Mutante H597M hergestellt. Auch diese Mutante 
zeigte eine starke Bevorzugung der 9-H(P)ODE-Bildung. Die kinetische Charakteri- 
sierung der 13-LOX gemafc Wildtyp und der 9-LOX Mutante H597M zeigte, dafi die 
Mutation zu einer stark erhohten Substrataffinitat und einer Verringerung der Reakti- 
onsgeschwindigkeit fuhrte. Fur das Wildtyp-Enzyrn wurde eine Km von 1 14.9 pM und 
ein LA Umsatz unter V max Bedingung (Substratsattigung) von 12 s* 1 ermittelt (23 
Punkte wurden gemessen zwischen 100 \sM und 250pM LA Konzentration). Im Ge- 
gensatz dazu wurde eine V max von 2 s~ 1 und eine K M von 1.333,3 pM fur die H597M 
Mutante berechnet (21 Punkte wurden zwischen 300 pM und 1 .400 pM LA Konzen- 
tration gemessen). Diese Daten zeigen, dafi die Substratbindung durch die Mutante 
energetisch behindert sein konnte, so dafc mehr Substrat erforderlich ist, urn V max zu 
erreichen. Es wurde eine weitere Mutation untersucht, indem eine Mutante hergestellt 
wurde, in der das polare Threonin an Position 596 ausgetauscht wurde durch ein 
Isoleucin, das kleiner ist t aber keine polare Hydroxygruppe enthalt. Diese Mutante 
war katalytisch aktiv (vergleichbar mit dem Wildtyp-Enzyrn), zeigte jedoch eine zufal- 
lig verteilte PositionsspezifitaL 

Spezifitat der Reaktion mit Trilinolein: 

Fruhere Untersuchungen der Substratspezifitat mit LOX aus den Lipidkorpern der 
Gurke zeigten die Fahigkeit des Enzyms, veresterte Polyenfettsauren zu oxygenieren 
(vgi. Feussner, I., Bachmann, A. t Hdhne, M. & Kindl, H. (1998) FEBS Lett. 431, 433- 
436; Feussner, I., Balkenhohl, T.J., Porzel, A., Kuhn, H.& Wasternack, C. (1997) J. 
Biol. Chem. 272, 21635-21641). Da Triacylglyzerine keine freien Carboxylgruppen 
enthalten, wurden keine wesentlichen Unterschiede erwartet, wenn das Muster der 
Oxygenierungsprodukte des Wildtyps mit der 9-LOX Mutante vergiichen wird. In der 
Tat wurde gefunden, daS das Wildtyp-Enzyrn und die 9-LOX Mutanten eine Trilino- 
leat-13-LOX-Aktivitat zeigten. Jedoch waren die Raten der Trilinolein Oxygenierung 
durch die 9-LOX Mutanten nur 50 % der Aktivitat, wie sie fur das Wiidtyp-Enzym ge- 
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messen wurde. Weiterhin fuhrte die Trilinolein-Oxygenierung durch die mutierten En- 
zyme im wesentlichen zu Triacyglyzerinvarianten, in denen ein LA Rest oxygeniert 
war. tm Gegensatz dazu wurden mit dem Wiidtyp-Enzym alle 3 Linolsaurereste oxy- 
geniert (vgl. Figur 7). 

2. Herstelien der LOX-Mutante: 

Die fur die Hersteliung dieser Mutante verwendeten Reagenzien und Verfahren wa- 
ren inn wesentlichen wie bereits oben fur die H597V Mutante beschrieben. Im folgen- 
den werden einige Abwandlungen der o. g. Verfahren, die speziell an die Hersteliung 
der V531 F Mutante angepalit waren, erlautert. 

Gerichtete Mutagenese und Proteinexpression: 

Die Ausgangs-cDNA und der Mutagenesekit waren wie oben beschrieben. Zur Ana- 
lyse der Mutation wurden weitere konservative Basenaustausche durchgefuhrt, um 
eine neue Restriktionsspaltstelle fur BstEfl zu erzeugen. Fur die Hersteliung der 
Mutation V531 F wurden die folgenden Primer verwendet: GCT TAT GTA ACT GTT 
AAT GAT TTC GGT TAC CAT CAA CTT ATT AGT CAT TGG TTG CAT AC (kodie- 
render Strang) und GTA TGC AAC CAA TGA CTA ATA AGT TGA TGG TAA CCG 
AAA TCA TTA ACA GTT ACA TAA (kompiementarer Strang). Weiterhin wurde die 
Mutante sequenziert und 3 verschiedene Bakterienkolonien wurden exprimiert und 
fur die enzymatischen Untersuchungen verwendet. Die Expression von LOXpQE-30 
wurde wie zuvor beschrieben durchgefuhrt. Auch die weitere Aufbereitung erfolgte 
wie bereits oben angegeben. Auch die Analyse des erzeugten Fettsaurederivats (das 
eine Hydroperoxygruppe in 6 Position enthatt), erfolgte wie oben angegeben. Das 
Ergebnis der SP-HPLC Analyse der Umsetzung von y-Linolensaure mit V531F ist in 
_Figur_6_gezei gt. Die folgende Tabelle 2 zeigt einen Verg leich der Spezifitat des Wild- 
typs (cslbLOX) mit der Mutante (csibLOXV 53 iF). 
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Tabelle 2 

Vergleich der Produktspezifitat von cslbLOX und cslbLOXV 531 F mit Y - 
Linolensaure 



Enzym 


(13S, 11E, 92, 62)- 
18:2 


(1 OS, 122, 8E.62) 
-18:2 


(9S, 122, 10E, 62) 
-18:2 


(6S, 122, 92, 7E)- 
18:2 


cslbLOX 


80 % 


17% 


3 % 


0% 


cslbLOXV S31 F 


26 % 


14 % 


9 % 


51 % 



3. Figurenbeschreibung 



Figur 1 zeigt, daft die PositionsspezifitSt der LOX-Reaktion von dem Ort der Was- 
serstoffabspaitung und von der Orientierung des Radikais abhangt. Die [+2]- 
Radikalanordnung zeigt, dali der Sauerstoff an dem zweiten Kohlenstoffatom in 
Richtung des Methylterminus des Substrats, gezahlt von der Stelle der Wasserstof- 
fentfernung, eingefuhrt wird. [-2] zeigt die inverse Orientierung der Radikal- 
anordnung. 

Figur 2 zeigt die direkte und inverse Substratorientierung an der aktiven Stelle der 
LOX (abgewandelt von Gardner, H. W. (1989) Biochim. Biophys. Acta 1001 274- 
281). 



Figur 3 zeigt ein 3-dimensionales Model der Enzymsubstratwechselwirkung. In der 
linken Abbildung ist das Wildtyp-Enzym gezeigt. Hier tritt der Methylterminus des 
Fettsauresubstrats in Kontakt mit der Seitenkette H608. Der geladene Rest R758 
wird durch den Rest H608 abgeschirmt. In der rechten Abbildung wird die Mutante 
H608V ( S H597V) gezeigt. Bei der inversen Orientierung kann die negativ geladene 
Carboxylgruppe des Substrats eine Salzbrucke mit dem positiv geladenen Stickstoff 
von R758 ausbilden. 



WO 00/60093 



13 



PCT/EP00/02545 



Figur 4 zeigt die HPLC-Analyse von Fettsauren mit der Mutante H597V. Gleiche 
Mengen an LOX-Protein wurden mit 0,9 mM LA bei Raumtemperatur fur 30 Minuten 
inkubiert. Nach Reduktion der Lipide mit Natriumborhydrid wurde die Reaktionsmi- 
schung auf pH 3 mit Essigsaure angesauert, und die Lipide wurden extrahiert. Die 
oxygenierten FettsSurederivate wurden mittels RP-HPLC isoliert, und die einzelnen 
Positionsisomere wurden mit Hilfe der SP-HPLC anaiysiert. Die Verhaitnisse von S 
und R wurden mit Hilfe der CP-HPLC anaiysiert (eingesetzte Abbildungen). 

Figur 5 zeigt die Aminosauresequenz der Wildtyp-Lipoxygenase aus Cucumis sati- 
vus. 

Figur 6 zeigt die HPLC-Analyse des Hydroxyfettsauremusters wie es mit der Mutante 
V531 F und y-Linolensaure erhalten wird. 

Figur 7 zeigt die HPLC-Analyse von oxidiertem Trilinolein als Ergebnis der Umset- 
zung mit dem Wildtyp-Enzym bzw. der Mutante H597V. Gleiche Mengen an LOX- 
Protein wurden mit einer Emulsion aus 1,2 mM TL fur 30 Minuten inkubiert. Die Lipide 
wurden mit Natriumborhydrid reduziert, und die Reaktionsmischung wurde mit Eises- 
sig auf pH 3 angesauert. Nach der Extraktion der Lipide erfolgte die Analyse mittels 
RP-HPLC. Ein representatives Chromatogram dieser Analyse ist gezeigt. Die Zahlen 
markieren die erhaltenen LOX-Reaktionsprodukte: 1 bedeutet ein TL-Derivat, enthal- 
tend eine oxygenierte Fettsaure; 2 bedeutet ein doppelt oxygeniertes TL-lsomer, und 
3 bedeutet ein 3-fach oxygeniertes TL. Zur Analyse der Positionsisomere der LA Re- 
ste wurden die freien Fettsaurederivate mittels alkalischer Hydrolyse und anschlie- 
Bender RP-HPLC erhalten. Die Positionsisomere der Hydroxy-Linolsaure (HODE) 
wurden als molare Verhaltnisse dargestellt, wie sie mittels SP-HPLC ermittelt wurden, 
wie in den eingefugten Abbildungen gezeigt. Optische Isomere wurden mittels CP- 
HPLC bestimmt. 
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Verwendete Abkiirzungen sind: 



CP-HPLC fur 
RP-HPLC fur 
SP-HPLC fur 
HPETE fur 
13-H(P)0DE for 
Oktadekadiensaure; 
9(HP)ODE fur 
Oktadekadiensaure; 
LA fur 
LOX f 0r 
TL fur 



chirale Phase HPLC; 

Umkehrphasen HPLC; 

Direktphasen HPLC; 

Hydroperoxyarachidonsaure; 

(13 S, 9 2, 1 1 E)-13-Hydro(pero)xy-9,1 1- 

(9 S, 10 E, 12 Z)-9-Hydro(pero)xy-10,12- 

Linolsaure; 

Lipoxygenase; 

Triiinolein 
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Patentanspruche 

1 . Verfahren zum Herstellen einer pflanziichen Lipoxygenase mit veranderter Po- 
sitionsspezifitat, umfassend den Schritt 

- Austauschen einer Oder mehrerer Aminosauren in einer Wildtyp- 
Lipoxygenase 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daS der bzw. die Ami- 
nosaureaustausch(e) im Bereich der Aminosaureposition 527 bis 536 und/oder 
593 bis 602 der Lipoxygenase aus Cucumis sativus oder einer korrespondie- 
renden Position in einer Lipoxygenase aus einer anderen Pfianzenart erfoigt. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daS der Austausch an 
Position 531 und/oder 597 der Lipoxygenase aus Cucumis sativus Oder einer 
korrespondierenden Position in einer Lipoxygenase aus einer anderen Pflanze 
erfoigt 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daft der Austausch an 
Position 531 zum Voriiegen eines Phe- Oder His-Restes und/oder an Position 
597 zum Voriiegen eines Val- Oder Phe-Restes in der Mutante fuhrt. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dafc der Austausch an 
Position 531 ein Val- -> Phe- und/oder an Position 597 ein His- -> Vai- 
Austausch darstellt. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 - 5, dadurch gekennzeichnet, daS der 
Aminosaureaustausch durch gerichtete Mutagenese herbeigefuhrt wird. 



Lipoxygenase, erhaltlich durch ein Verfahren nach einem der Anspruche 1 - 6. 



WO 00/60093 PCT7EP00/02545 

16 

8. Nukleinsaure, die fur eine Lipoxygenase nach Anspruch 7 kodiert. 

9. Vektor, enthaltend eine Nukleinsaure nach Anspruch 8. 

10. Zelle, enthaltend eine Nukleinsaure nach Anspruch 8 und/oder einen Vektor 
nach Anspruch 9. 

1 1 . Pfianze Oder Pflanzenteil, umfassend eine Wirtszelle nach Anspruch 1 0. 

12. Verfahren zum Herstellen von 6- 9- und/oder 6, 9-Hydroperoxy-y-Linolen- 
saure, umfassend den Schritt 

- Umsetzen von y-Linolensaure mit einer Lipoxygenase nach Anspruch 7. 

13. Verwendung einer Lipoxygenase nach Anspruch 7 zum Herstellen von 6-, 9- 
und/oder 6, 9-Hydroperoxy-y-LinolensSure. 

14. Y-Linolensaurederivat, enthaltend eine Hydroperoxygruppe oder eine Hydroxy- 
gruppe an Position 6. 
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FIG. 4 
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FIG. 5 
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121 QWDENFGFPG AFFIKNGKTS EFFLKSLTLD DVPGYGRVHF DCNSWVYPSG R V KKDR T FFA 

181 NKVYLPSQTP NPLRKYREEE LWNLRGDGTG ERKEWDRIYD YDVYNDIADP DVGDHR°ILG 

241 GTTEYPYPRR GRTGRPRSRR DHNYESRLS? IMSLDIYVPK DENFGKLKMS DFLGYTLKAL 

301 SISIKPGLQS IFDVTPNEFD NFKEVDNLFE RGFPIPFNAF KTLTEDLTP? LFKALVRNDG 

361 EKFL.KFPTPE WKDNKIGWS TDEEFAREML AGPNPLLIRR LEAFPPTSKL DPNVYGNQNS 

421 TITEEKIKHG LDGLTVDEAM KQNRLYIVDF KDALMPYLTR MNATSTKTYA TRTLLLLKDD 

481 GTLKPLVIEL ALPKPQGDQL GAISKLYFPA ENGVQKSIWQ LAKAYVTVND VGYHOLISHW 

541 LHTKAVIjE ? F VIATHRQLSV LHPIKKLLVP HYKDTMFINA S ARQVLi INAN GLIETTHY^S 

601 KYSMELSSIL YKDWTFPDQA LPNNLMKRGL AVEDSSAPHG LRLLINDYPF AVDGLDIWSA 

661 IKTWVQDYCC LYYKDDNAVQ NDFELQSWWN ELREKGKADK KHEPWWPKMQ TLSELIESC" 

721 TJ.IWIASALK AAVNFGQYPY GGYILNRPTT SRRFMPEVGT AEYKELESN? EKAFLR^ICS 

781 ELQALVSISI IEILSKKASD EVYLGQRASI DWTSDKIALE AFEKFGKNLF EVENR T M P RN 

841 KEVNLXKRSG PVNLPYTLLV PSSNEGLTGR GIPNSISI 
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° Besondere Kategorien von angegebenen Verdttentlichungen 

"A" Veroffentiichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
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scheinen zu lass en, oder durch die das VeroffentJichungsdatum einer 
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"X" Veroffentiichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
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werden, wenn die Veroffentiichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentiichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
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